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RESUMO 
 
O diabetes é uma doença metabólica crônica, de origem multifatorial, cuja 
prevalência mundial tem atingido níveis alarmantes. Este é comumente 
acompanhado de complicações crônicas extremamente debilitantes, dentre estas a 
depressão e a dor neuropática (DN), cujo mecanismo fisiopatológico envolve 
alterações metabólicas e danos teciduais advindos da hiperglicemia crônica. Tem 
sido postulado que o estresse oxidativo exerce um papel central na fisiopatologia 
destas complicações. Ressaltando o papel do estresse oxidativo, estudos apontam 
que drogas antioxidantes apresentam potencial terapêutico para o tratamento tanto 
da depressão quanto da DN associadas ao diabetes. Neste sentido, estudos têm 
apontado que em resposta a danos oxidativos associados a inúmeras patologias, o 
fator Nrf2 (nuclear factor erythroid 2-related factor 2) parece ser um dos principais 
envolvidos na transcrição de genes que codificam enzimas antioxidantes, além de 
atuar na modulação de respostas inflamatórias e imunes. Com isso, drogas que 
atuam por meio da ativação do fator Nrf2 podem ser promissoras no tratamento da 
depressão e DN associadas ao diabetes. Assim, o presente estudo tem por objetivo 
investigar o potencial antinociceptivo (através do teste de Von Frey eletrônico-VF) e 
e antidepressivo (através do teste de nado forçado-NF) do ácido elágico, um 
polifenol com propriedades antioxidantes e ativador in vitro de Nrf2 em ratos com 
diabetes experimental quimicamente induzido por estreptozotocina. Para isso, 
animais diabéticos foram tratados por 19 dias com: 1) veículo (grupo controle); 2) 
imipramina (controle positivo; antidepressivo tricíclico, com ação antidepressiva, 
antinociceptiva e antioxidante); ou 3) ácido elágico (AE). Adicionalmente, os níveis 
de globais de Nrf2 foram avaliados através da técnica de Western Blotting (WB) em 
amostras de hipocampo e cordão espinhal. Nossos resultados demonstraram que 
animais diabéticos apresentam uma redução significativa do limiar de retirada a 
partir da terceira semana após a indução do diabetes, tendo um pico na quinta 
semana. Adicionalmente, os animais diabéticos apresentaram um aumento 
significativo do tempo de imobilidade (em segundos) quando comparados aos 
normoglicêmicos na quinta semana após a indução do diabetes, indicando o 
aparecimento do comportamento tipo-depressivo. Interessantemente, foi observada 
uma correlação positiva entre o limiar de retirada da pata e o tempo de imobilidade 
tanto nos ratos diabéticos quanto nos normoglicêmicos. Os animais diabéticos 
tratados com AE (75 e 100 mg/kg v.o.) ou imipramina (10 mg/Kg, i.p.) apresentaram 
uma reversão da alodinia mecânica quando comparados aos diabéticos controle. No 
teste de NF foi verificado que o tratamento com AE (75 mg/kg) e imipramina (10 
mg/Kg) causou  um efeito tipo-antidepressivo nos animais diabéticos, sem causar 
prejuízo motor no teste de campo aberto. Os animais diabéticos-veículo 
apresentaram ainda uma redução significativa da expressão global de Nrf-2 no 
hipocampo e cordão espinhal, redução esta significativamente restaurada pelo 
tratamento com imipramina. O tratamento com AE, no entanto, reestabeleceu estes 
níveis no cordão espinhal, mas não no hipocampo. Em conclusão, nossos dados 
sugerem que o mecanismo de ação do AE e da imipramina parece estar associado à 
ativação da via Keap1/Nrf2 e que o AE pode apresentar potencial terapêutico para o 
tratamento da dor neuropática e da depressão associadas ao diabetes.  
 
 
Palavras-chave: Estreptozotocina. Diabetes. Ácido elágico. Imipramina. Nrf2. 
 




Diabetes is a chronic metabolic disease of multifactorial origin, whose global 
prevalence has reached alarming levels. It is usually accompanied by extremely 
debilitating chronic complications, such depression and neuropathic pain (NP) , 
whose pathophysiological mechanism involves metabolic and tissue damage arising 
from chronic hyperglycemia . It has been postulated that oxidative stress plays a 
central role in the pathophysiology of these complications. Highlighting the role of 
oxidative stress, studies show that antioxidant drugs have therapeutic potential for 
the treatment of both depression and NP. In this sense, studies have pointed out that 
in response to oxidative damage associated with many diseases, the factor Nrf2 
(nuclear factor erythroid 2-related factor 2) seems to be one of the key players in the 
transcription of genes encoding antioxidant enzymes, besides acting in modulating of 
inflammatory and immune responses as well as protection against the 
neurodegenerative processes. Thus, drugs that act via activation of factor Nrf2 may 
be promising in the treatment of depression and NP associated with diabetes. The 
present study aims to investigate the involvement of via Keap1 / Nrf2 in the effect of 
ellagic acid (polyphenol with antioxidant properties, whose literature points as 
possible in vitro activator of Nrf2) on depression and neuropathic pain in rats with 
experimental diabetes chemically induced by streptozotocin. For this, diabetic 
animals were treated for 19 days with 1) vehicle (control group); 2) imipramine 
(positive control; tricyclic antidepressant with antidepressant, antinociceptive and 
antioxidant properties); or 3) ellagic acid (EA). The possible antidepressant and 
antinociceptive effects were evaluated by modified forced swim test (FST) and 
electronic Von Frey (VF) , respectively, and the activation of the Keap1/Nrf2 pathway 
was assessed in hippocampus and spinal cord samples by Western blotting (WB) 
technique to determine the global Nrf2 levels. Our results showed that diabetic rats 
showed a significant mechanical allodynia since the second week after the diabetes 
induction, peaking in the fifth week. When the immobility time was evaluated in the 
forced swimming test, diabetic rats presented a significant increase in the immobility 
time at the fifth week. Interestingly, it was observed a positive correlation between 
mechanical allodynia and immobility time in both diabetic and in the normoglycemic 
animals. Diabetic animals treated with EA (75 and 100 mg/kg p.o.) and imipramine 
(10 mg/kg, i.p.) showed a reversal of mechanical allodynia compared to diabetic 
control. The FST test showed that treatment with EA (75 mg/kg) and imipramine (10 
mg/kg) caused an antidepressant-like effect in the diabetic animals, without causin 
any motor impairment on the open field test. It was also observed that the diabetic-
vehicle animals showed a significant reduction in the overall Nrf-2 expression in both 
tissues analised when compared to the normoglycemic, and that treatment with EA 
reestablished these levels in the spinal cord, but not in the hippocampus. Imipramine 
reestablished these levels in both spinal cord and in hippocampus. Taken together, 
our data suggests a possible involvement of the Keap1/Nrf2 pathway in both EA and 
imipramine mechanism of action. Additionally, our data support a possible 
therapeuthic use of EA for the treatment of neuropathic pain and depression 
associated with diabetes.  
 
Key words: Streptozotocin. Diabetes. Ellagic acid. Imipramine. Nrf2. 
 
 
                                                                               
 
LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 
 
 
AE - Ácido elágico 
AG - Aferição da glicemia 
AGE - Produtos finais de glicosilação avançada 
ALA - Ácido alfa lipóico 
ARE - Elementos de resposta antioxidante 
CDDO-Im - 1- [2-ciano-3,12-dioxooleano-1,9 (11) -dieno-28-oil] imidazol 
CMC - Carboximetilcelulose 
CT - Coleta de tecidos 
DBT - Diabéticos 
DN - Dor neuropática 
EROS - Espécies reativas de oxigênio 
FST - Forced Swimming test 
GADPH - Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase 
GSH - Glutationa reduzida 
GSSG - Glutationa oxidada 
Gst - Glutationa S- transferase 
HO-1 - Heme oxigenase 1 
i.c.v. - Intracerebroventricular 
i.p. - Via Intraperitoneal 
IMI - Imipramina 
iNOS - Óxido nítrico sintase induzível 
Keap1 - Kelch-like ECH-associated protein 1 
Maf - Oncogene AS42 homólogo à proteína de fibrosarcoma músculo-aponeurótico 
aviário 
MAPK - Proteína quinase ativada por mitógeno 
MMP-9 - Metaloproteinases da matriz 
n. d. - Não determinado 
NF - Nado Forçado 
NF-κB - Factor nuclear kappa β 
NGL - Normoglicêmicos 
 
                                                                               
NP – Neuropathic pain 
Nqo1 - Desidrogenase de NAD (P) H, quinona 1 
NQO1 - NAD(P)H quinona oxiredutase 1 
Nrf2 - Nuclear factor erythroid 2-related factor 
PARP - Poli ADP ribose polimerase 
PKC - Proteína quinase C 
PRX1 - Peroxiredoxina 1 
RAGE - Receptor para os produdos finais de glicosilação avançada 
Sal - Salina 
sMaf - Small Maf 
SOD - Superóxido dismutase 
STZ - Estreptozotocina 
Ub - Ubiquitina 
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O diabetes mellitus é uma doença metabólica em ascensão, caracterizada por 
hiperglicemia crônica, e cuja prevalência varia entre diferentes países 
correspondendo a 10% (DAVIS e GRANNER, 1996) da população geral americana e 
7% (MALERBI e FRANCO, 1992) da população brasileira. Segundo estimativas da 
Federação Internacional de Diabetes (2013), o número total de diabéticos 
enquadrados na faixa etária entre 20 e 79 anos no mundo aumentará de 382 
milhões em 2013, para 592 milhões em 2035, sendo que, no mesmo período, este 
aumento será de 11,9 para 19,2 milhões no Brasil. Além desta alta taxa de 
prevalência mundial, outro fator preocupante são as complicações que a doença 
acarreta, entre as quais figuram a depressão e a dor neuropática (DN). Estudos têm 
demonstrado a existência de uma relação bidirecional entre a depressão e o 
diabetes, visto que o risco de depressão em pacientes diabéticos é de 15 a 20% 
maior do que para a população em geral (LUSTMAN  et al., 1992; GAVARD  et al., 
1993; MORISHITA, 2009) e que pessoas depressivas possuem níveis aumentados 
da glicemia em jejum (KAHN et al., 2011). Também sabe-se que polineuropatia 
sensomotora simétrica distal é a forma clínica mais comum da neuropatia diabética, 
afetando 90% dos diabéticos (TESFAYE et al., 2013), e que destes, 1 a 10% 
apresentarão dor (SCHESTASTSKY, 2008). 
A DN afeta uma taxa significante de diabéticos ao redor do mundo (IDF, 2013) 
e, no mesmo sentido, desordens depressivas são comuns em pacientes com 
diabetes mellitus (ALI et al., 2006; ANDERSON et al, 2001; BARNARD et al, 2006; 
BAUMEISTER et al, 2010; LIN et al, 2008;. ROY et al, 2012). No entanto, a DN é 
refratária aos tratamentos convencionais disponíveis (ARGOFF et al., 2006; VINIK, 
1999). Evidências mostram que, mesmo após diferentes abordagens terapêuticas, 
apenas um terço dos pacientes com dor neuropática diabética obtém alívio da dor 
superior a 50% (JENSEN et al., 2006). Além disto, os antidepressivos também não 
são eficientes em diabéticos depressivos, considerando-se que, dependendo da 
droga, pode ser um agravamento das complicações diabéticas, como as 
cardiovasculares (WARRINGTON et al., 1989), além de poder interferir diretamente 
com os níveis de glicose ou interagir com agentes hipoglicemiantes 
(ERENMIMOSOGLU et al., 1999). Especificamente no caso da depressão, ainda há 
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a limitação da latência para o surgimento do efeito terapêutico desejado, sendo esta 
muito lenta podendo levar de semanas a meses (FAVA et al., 1996; LITTLE, 2009). 
Assim, são necessárias novas abordagens terapêuticas a obter melhoria efetiva 
dessas complicações. 
Tendo em vista essas limitações no tratamento da depressão e da DN 
associados ao diabetes e considerando o número crescente de estudos apontando o 
envolvimento do estresse oxi-nitrosativo (OBROSOVA et al., 2005; EREN et al., 
2007; LUCCA et al., 2009; WANG et al., 2012; BUDNI et al., 2013), bem como de 
processos neuroimunes e neuroinflamatórios na fisiopatologia do diabetes, da 
depressão e da DN (RAMANA et al., 2004; RAMOS et al., 2007), a busca por novos 
fármacos com ação neuroprotetora torna-se de extrema urgência. Nesse sentido a 
relevância do presente estudo se dá exatamente por estudar um possível 
mecanismo envolvendo o fator de transdução Nrf2, o qual pode ser extremamente 
promissor não apenas no alívio de sintomas da depressão e DN, mas também em 
reduzir a progressão da doença. Sabe-se que ativadores deste fator induzem efeitos 
antioxidantes, anti-inflamatórios e neuroprotetores (GIRISH; PRADHAN, 2008; KIM 
et al., 2010). De forma interessante, cabe ressaltar que compostos como o ácido 
elágico, que são substâncias naturais (polifenóis bioativos) presentes 
abundantemente em diferentes plantas, tem sido demonstrados como ativadores da 
via Keap1/Nrf-2. Assim, neste trabalho foi estudado em animais diabéticos se o 
tratamento com ácido elágico pode reverter as consequências decorrentes do 
diabetes nos ratos, como respostas do tipo depressiva e de DN. Mais ainda, se o 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 
 
 
2.1 DIABETES: PREVALÊNCIA, COMPLICAÇÕES E COMORBIDADES 
 
 
O diabetes mellitus é uma doença metabólica caracterizada por hiperglicemia 
crônica, consequência do déficit da produção ou ação do hormônio insulina, ou 
ambos, levando a uma disfunção no metabolismo de carboidratos, lipídeos e 
proteínas (MOREIRA et al., 2009). Segundo estimativas da International Diabetes 
Federation (2013), o número total de diabéticos com idade ente 20 e 79 anos no 
mundo aumentará de 382 milhões em 2013, para 592 milhões em 2035, sendo que, 
no mesmo período, este aumento será de 11,9 para 19,2 milhões no Brasil. Com 
isso, o país será o quarto no mundo com maior número de pacientes diabéticos 
(Atlas IDF, 2013). 
 Estudos apontam que o diabetes está relacionado a uma prevalência 
aumentada de transtornos psiquiátricos, dentre os quais a depressão merece 
destaque (HO et al., 2011; ANDERSON et al., 2001). Sabe-se que a depressão é um 
dos transtornos psiquiátricos mais comumente observado na população em geral e 
com alta prevalência ao longo da vida (maior do que 16 %) (KESSLER et al., 2003). 
Ademais, é descrito que o risco de depressão para pacientes diabéticos é cerca de 
10 a 20% maior quando comparado à população em geral (LUSTMAN et al., 1992; 
GAVARD et al., 1993).  A depressão, que agrava ainda mais o diabetes, é 
caracterizada como uma doença mental heterogênea, incapacitante e com muitos 
sintomas, dentre estes a perda de prazer (anedonia), sentimentos de desamparo, 
tristeza e desespero.  
Cabe mencionar que além de complicações como a depressão, o diabetes é 
frequentemente acompanhado de comorbidades secundárias como retinopatia, 
nefropatia, cardiopatia e polineuropatia (GIACCO e BROWNLEE, 2010). De 
particular interesse para o presente estudo, a polineuropatia é uma das principais 
complicações do diabetes, afetando tanto o sistema nervoso autônomo quanto o 
sistema nervoso periférico (SMITH e SINGLETON, 2008) e caracteriza-se por 
alterações na percepção sensorial a estímulos de diferentes naturezas (i.e. 
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mecânicos, térmicos e/ou químicos), manifestando-se como dor espontânea (i.e. dor 
na ausência de qualquer estimulação), hiperalgesia (aumento da sensibilidade a 
estímulos nocivos) e/ou alodinia (dor em resposta a estímulos normalmente 
inócuos). Há evidências de que a dor neuropática represente um dos sintomas mais 
comuns e mais debilitantes em pacientes diabéticos. Sua prevalência ainda é 
incerta, diretamente influenciada pelo critério diagnóstico utilizado, variando de 10 
(HARATI, 1996) a 46% (AHRONI et al., 1994).  
 
 
2.2.  ESTRESSE OXIDATIVO NA FISIOPATOLOGIA DA DEPRESSÃO E DA DOR 
NEUROPÁTICA ASSOCIADA AO DIABETES 
 
 
Há um consenso de que alterações em vias metabólicas específicas, 
secundárias à hiperglicemia, contribuem para os danos teciduais no diabetes.  
Dentre estas vias, o aumento do fluxo de glicose e de outros açúcares através da via 
dos polióis (via aumento da atividade da aldose redutase; revisto por OATES, 2008); 
aumento da formação intracelular de produtos finais de glicosilação avançada 
(AGEs); aumento na expressão de receptores para AGEs e de seus ligantes 
ativadores; ativação de isoformas da proteína quinase (PK) e a hiperatividade da via 
da hexosamina (GIACCO e BROWNLEE, 2010) figuram entre as principais. 
Resumidamente, com a hiperglicemia, ocorre um aumento da produção de 
espécies restivas de oxigênio (EROS) devido ao aumento do metabolismo da 
glucose. Estas EROS causam danos ao DNA ativando a enzima poli (ADP-ribose) 
polimerase (PARP), que faz polímeros de ADP-ribose os quais acumulam-se  na 
enzima gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (GADPH), inibindo o metabolismo da 
glicose pela via glicolítica. Isto resulta do direcionamento da glicose excedente para 
ser metabolizada na via dos polióis, ao aumento do fluxo pela via ds hexosaminas, 
ao aumeto da formação de metilglioxal (um produto da peroxidação lipídica) e ao 
aumento da ativação da proteína quinase C, levando aos danos teciduais 
hiperglicêmicos.  
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FIGURA 1. ESQUEMA MOSTRANDO O MECANISMO UNIFICADOR RESPONSÁVEL PELO DANO 
TECIDUAL CAUSADO PELA HIPERGLICEMIA EM UMA CÈLULA NEURAL. EROS: espécies 
reativas de oxigênio; PARP: poli (ADP-ribose) polimerase; GADPH: gliceraldeído-3-fosfato 
desidrogenase; PKC: proteína quinase C; AGE: produtos finais de glicosilação avançada; RAGE: 
receptor para os produdos finais de glicosilação avançada; NF-κβ: factor nuclear kappa β. FONTE: 
Modificada pelo autor (2015). 
 
 
Há muitas evidências de que a ativação exacerbada destas vias culmina na 
hiperprodução mitocondrial de espécies reativas de oxigênio (EROS) (BROWNLEE, 
2005), excedendo a capacidade antioxidante endógena, o que gera estresse 
oxidativo. Esse aumento nos níveis estresse oxidativo e nitrosativodativo culminam, 
entre outros, na ativação da proteína quinase ativada por mitógeno (MAPK) 
(AGTHONG et al., 2002; ZATECHKA et al., 2003 ), da poli ADP ribose polimerase 
(PARP) (OBROSOVA et al., 2005) da ciclooxigenase-2 (RAMOS et al., 2007) e do 
NF-KappaB (RAMANA et al., 2004), aumentando mais ainda os níveis de espécies 
reativas de oxigênio e de nitrogênio, as quais podem induzir danos em muitas 
biomoléculas (BENR et al., 2012), como dano oxidativo aos lipídeos 
(lipoperoxidação) e ao DNA (nuclear e mitocondrial), e dano nitrosativo às proteínas 
(MAES et al, 2009, a,b,c), comprometendo a função das mesmas e aumentando a 
taxa de apoptose (THANNICKAL e FANBURG, 2000).  
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Desta forma, o estresse oxidativo tem sido apontado como um fator comum 
na fisiopatologia das complicações do diabetes, incluindo a DN e a depressão 
(OBROSOVA et al., 2005; EREN et al., 2007; LUCCA et al., 2009; WANG et al., 
2012; BUDNI et al., 2013).  
 
 
2.2.1.  Dor neuropática diabética e estresse oxidativo 
 
 
A dor caracteriza-se por uma experiência sensorial e emocional desagradável, 
associada a lesões reais ou potenciais (MERSKEY e BOGDUK, 1994) e pode ser 
classificada como dor nociceptiva ou como dor neuropática. A dor nociceptiva resulta 
de uma ativação fisiológica dos receptores ou da via dolorosa e está relacionada à 
lesão tecidual real ou potencial (BENNETT et al., 2006).  
Já a dor neuropática define-se como aquela iniciada por lesão ou disfunção 
do sistema nervoso, sendo consequência da ativação anormal da via nociceptiva 
(fibras C e Aδ e trato espinotalâmico) (MERSKEY et al., 1994). O comprometimento 
das fibras periféricas geralmente apresenta-se como formigamento nas mãos e nos 
pés, além disto, os pacientes podem relatar sensação de choques elétricos 
paroxísticos, um aumento da sensibilidade a estímulos dolorosos (hiperalgesia) ou 
dor a estímulos não dolorosos (alodinia) (VOTRUBEC et al., 2013) e, por fim, uma 
perda da sensibilidade quando as fibras nervosas são perdidas  (YAGIHASHI et al., 
2007).  
A neuropatia diabética é caracterizada pela perda progressiva das fibras 
nervosas, o que afeta tanto o sistemas nervoso somático, quanto o autônomo 
(BOULTON et al., 2004). A forma clínica mais comum da neuropatia diabética é a 
polineuropatia sensomotora simétrica distal a qual afeta mais de 90% dos diabéticos 
(TESFAYE et al., 2013), e destes 1-10% apresentarão dor neuropática 
(SCHESTASTSKY et al., 2008). Aqui assume grande importância o fato de que a 
neuropatia diabética é a principal causa deste tipo de dor (SMITH et al., 2008). 
Apesar de o mecanismo patofisiológico correto da dor neuropática diabética 
permanecer indefinido (TESFAYE e KEMPLER, 2005), tem sido propostos alguns 
mecanismos centrais e periféricos. Entres os mecanismos periféricos estão 
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mudanças na expressão e na distribuição de canais de sódio, alteração na 
expressão de neuropeptídeos, brotação do sistema nervoso simpático, 
sensibilização periférica, alterações no fluxo sanguíneo periférico, atrofia, 
degeneração ou regeneração axonal, dano às fibras de pequeno calibre e alterações 
no fluxo glicêmico. Já entre os mecanismos centrais, estão a sensibilização central, 
o brotamento das fibras Aβ no corno da raiz dorsal e reduzida inibição das vias 
descendentes de controle da dor (THOMAS, 2003; UEDA e RASHID , 2003; 
KAPUR, 2003; BOULTON, et al., 2004).  
Interessante também notar que estudos recentes reforçam a hipótese de que 
a DN associada ao diabetes é decorrente, assim como ocorre na depressão, de 
inúmeros mecanismos fisiopatológicos que envolvem o aumento do estresse 
oxidativo e do estresse nitrosativo (PACHER et al., 2005), tais como processos 
inflamatórios (CAMMERON e COTTER, 2008; KUMAR et al., 2012), neuroimunes 
(QUAN et al., 2007) e neurodegenerativos (RUSSEL et al., 1999, 2002). Assim, 
estudos mostram um aumento de produtos de peroxidação lipídica, depleção de 
GSH (glutationa reduzida), aumento da relação GSSG/GSH (glutationa oxidada/ 
glutationa reduzida), redução da atividade da superóxido dismutase e aumento dos 
níveis de 8-hidroxi-guanosina em nervos periféricos de animais diabéticos (CUNHA 
et al., 2008; STEVENS et al.,2000; OBROSOVA et al., 2001; COPPEY et al., 2001; 
CHENG et al., 2003; OBROSOVA et al., 2005). O envolvimento do estresse 
oxidativo na patogênese da neuropatia diabética é reforçado por estudos clínicos e 
experimentais que descrevem a eficácia do tratamento com vários antioxidantes na 
prevenção e reversão de anormalidades bioquímicas e funcionais observadas em 
nervos periféricos no diabetes (BRAVENBOER et al., 1992, LOVE et al., 1996, 
CAMERON et al., 1993, 1994, 2001, dentre outros). Cabe ressaltar ainda, que o 
estresse nitrosativo tem sido mostrado como um contribuinte de similar importância 
ao estresse oxidativo na patofisiologia da neuropatia diabética (Pacher et al., 2005). 
Corroborando esta informação foi demonstrado que o peroxinitrito, uma espécie 
reativa de nitrogênio, causa dano biomolecular e ativação da PARP, a qual acarreta 
a depleção de energia celular e a morte necrótica das células (PACHER et al., 
2007). Somando-se a isto, muitos estudos têm revelado que o uso de catalisadores 
da decomposição do peroxinitrito e de inibidores da PARP resulta na recuperação de 
danos funcionais e bioquímicos causados pelo diabetes no nervo ciático e no gânglio 
da raiz dorsal (OBROSOVA et al., 2005).       
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2.2.2.  Depressão e estresse oxidativo 
 
 
Em relação à fisiopatologia da depressão, além do estresse oxi-nitrosativo, 
caracterizado pelo aumento da produção de espécies reativas de oxigênio e 
nitrogênio ou por redução dos níveis de antioxidantes (coenzima Q10, zinco, 
vitamina E, glutationa e glutationa peroxidase), outros mecanismos parecem 
contribuir de forma importante. Dentre estes, pode-se destacar o aumento de 
citocinas pró-inflamatórias (interleucinas 1 e 6 e fator de necrose tumoral α) a 
ativação de resposta imune mediada por células, neurodegeneração, apoptose, 
redução da neurogênese e da plasticidade neuronal. Cabe ressaltar que, embora 
estes mecanismos possam ser ativados independentemente, há um consenso de 
que haja forte inter-relação entre os mesmos, e que o estresse oxidativo e nitrosativo 
possa ser o ponto chave (MAES et al., 2009; MAES et al., 2012). É sabido que os 
processos inflamatórios são acompanhados por uma indução das vias de estresse 
oxidativo e nitrosativo, os quais ocorrem quando há um desequilíbrio entre a 
escassez relativa da defesa anti-oxidante em relação a um aumento na produção de 
espécies reativas de oxigênio e de nitrogênio (MAES et al., 2011). 
Tendo em vista que o cérebro possui uma pobre defesa anti-oxidante,  que 
necessita de um elevado consumo de oxigênio e que é rico em ácidos graxos poli-
insaturados oxidáveis, este torna-se propenso aos danos causados por espécies 
reativas de oxigênio e de nitrogênio (VALKO et al., 2007; WANG e MICHAELIS, 
2010; SHICHIRI, 2014; MANGIALASCHE et al., 2009). Com isso, o estresse 
oxidativo afeta áreas cerebrais relacionadas à patofisiologia da depressão, como o 
hipocampo e o córtex pré-frontal (BREMNER et al., 2002; FRODL et al., 2002; 
WAYHS et al., 2013, DE MORAIS et al., 2014). Neste sentido, estudos clínicos têm 
mostrado que pacientes com depressão apresentam níveis reduzidos de GSH no 
córtex pré-frontal em análises post-morten (KHANZODE et al., 2003) e reduzidos 
níveis de anti-oxidantes no plasma (KHANZODE et al., 2003; SARANDOL et al., 
2007; CUMURCU et al., 2009). 
 Assim, muitos estudos com humanos e com animais suportam a ideia de que 
drogas de primeira escolha no tratamento da depressão, como os antidepressivos, 
exercem efeitos antioxidantes (BILICI et al., 2001; HERKEN et al., 2007; 
KHANZODE et al., 2003). Nesse sentido, dados recentes de nosso grupo 
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demonstraram que o tratamento prolongado com o antidepressivo tricíclico 
imipramina além de induzir efeitos do tipo antidepressivo, restaurou o nível de 
antioxidantes, tais como a catalase, superóxido dismutase e glutationa reduzida, 
além de reduzir os níveis de lipoperoxidação em áreas implicadas na depressão 
(córtex pré-frontal e hipocampo) de ratos diabéticos (DE MORAIS et al., 2014). 
Apesar da observação clínica de que os antidepressivos induzem efeito antioxidante, 
estudos mostram que este parece ser variável de acordo com a escolha do 
antidepressivo, a dose, o regime e a duração do tratamento (BENR et al., 2012).  
 
 
2.3. TRATAMENTOS PARA A DOR NEUROPÁTICA E PARA A DEPRESSÃO 
ASSOCIADAS AO DIABETES       
 
 
2.3.1. Tratamentos para a dor neuropática diabética 
 
 
O controle farmacológico da DN diabética normalmente é feito apenas de 
forma sintomática, através do uso de diversas classes de drogas, utilizadas como 
monoterapia ou em combinação, tais como antidepressivos tricíclicos, 
antidepressivos inibidores seletivos de receptação de serotonina, anticonvulsivantes, 
dentre outros.   
Os antidepressivos representam a primeira linha para o tratamento da dor 
neuropática diabética. Entre eles, destacam-se os inibidores seletivos da recaptação 
de serotonina e de noradrenalinatina, duloxetina e venlafaxina, e os antidepressivos 
tricíclicos amitriptilina e nortriptilina, os quais têm mostrado eficiência similar ao 
tratamento com anticonvulsivantes na dor neuropática diabética (Revisado por 
SCHREIBER et al., 2015). No entanto, estes acarretam muitos efeitos colaterais, 
entre os quais os mais frequentes estão boca seca, hipotensão postural, arritmias, 
prejuízo cognitivo, constipação e retenção urinária (SAARTO e WIFFEN et al., 2010). 
Quanto aos anticonvulsivantes, apenas a gabapentina e a pregabalina 
apresentam-se eficazes no tratamento da dor neuropática diabética (Revisado por 
SCHEREIBER et al., 2015),  e alguns estudos clínicos têm sugerido que estas 
produzem uma eficácia analgésica maior do que os antidepressivos tricíclicos e do 
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que os opioides (GILRON e FLATTERS, 2006). No entanto, estes anticonvulsivantes 
também causam efeitos adversos, como tonturas, sonolência, edema periférico, dor 
de cabeça e ganho de peso (TESFAYE et al., 2013). 
Os opioides são recomendados apenas com segunda ou terceira opção para 
o tratamento da dor neuropática diabética (PAGE et al., 2012; TESTAYE et al., 
2013). Estudos tem revelado que opioides como o tramadol (HARATI et al., 1998), a 
morfina (GILRON et al., 2005; PELTIER et al., 2014) e oxicodona (GIMBEL et al., 
2003; WATSON et al., 2003) apresentam eficácia significativa no tratamento desta 
comorbidade, podendo esta classe ser associada a outras drogas como os 
antidepressivos amitriptilina, moclobemida e reboxetina para maior eficácia 
terapêutica (CEGIELSKA-PERUN et al., 2014). No entanto os opioides apresentam 
inúmeros efeitos colaterais, tais quais náuseas, constipação, dor de cabeça e 
sonolência (HARATI et al., 1998), dificultando a adesão ao tratamento crônico. 
Também podem ser utilizados tratamentos como o creme tópico de 
capsaicina e o patch de lidocaína, os quais agem como analgésicos periféricos. 
Estudos têm demonstrado a efetividade do tratamento DN diabética com creme de 
capsaicina em baixas concentrações (FREEMAN et al., 2013; GRONINGER et al., 
2012; VINIK et al., 2013).  O patch de lidocaína permite uma baixíssima absorção 
sistêmica, sendo por isso associado a outras drogas (ZILLIOX et al., 2011; WOLFF 
et al., 2010). 
Por fim, é interessante ressaltar que o ácido alfa lipóico (ALA), uma 
substância também utilizada como alternativa terapêutica para o tratamento da DN 
diabética, possivelmente deve seus efeitos às potentes propriedades antioxidantes e 
anti-inflamatórias que possui (PATEL et al., 2014). Mais ainda, ele tem sido 
apontado como um ativador da via Nrf2 (PETERSEN et al., 2008; VAUZOUR, 2012) 
com efeito neuroprotetor cerebral contra neurotoxinas, habilidade de suprimir a 
neuroinflamação e de promover uma melhora no aprendizado e na função cognitiva 
(VAUZOUR, 2012).  Porém este tem apresentado benefícios moderados em termos 
de redução da dor quando avaliado em alguns estudos clínicos (ZILLIOX e 
RUSSELL, 2011). 
No entanto, é descrito que, mesmo após diferentes tratamentos 
farmacológicos, menos de um terço dos pacientes alcança alívio da DN diabética 
superior a 50% (JENSEN et al., 2006), sendo necessárias alternativas terapêuticas 
(ARREOLA-ESPINO et al., 2007). 
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2.3.2. Tratamentos para a depressão associada ao diabetes 
 
 
Levando-se em conta que estudos têm demonstrado que estados depressivos 
podem levar à hiperglicemia (GEORGIADES et al., 2007),  e que, controversamente, 
há uma fraca relação entre a depressão e  o controle glicêmico (LUSTMAN et al., 
2000), torna-se aceitável o atual uso conjunto de antidepressivos, hipoglicemiantes e 
terapia psicológica para o tratamento da depressão associada ao diabetes. 
Os inibidores seletivos da recaptação de serotonina (SSRIs) são a classe de 
antidepressivos mais estudada e prescrita para o tratamento da depressão 
associada ao diabetes (ZANOVELI et al., 2015). Tem sido demonstrado que estes 
causam efeitos benéficos sobre o controle glicêmico (DHAVALE et al., 2013),  
reduzindo os níveis de hemoglobina glicada (HbA1c) (GOMEZ et al., 2001; GHAELI 
et al., 2004; MARKOWITZ et al., 2011; GOIS et al., 2014), aumentando a 
sensibilidade do receptor de insulina (SAWKA  et al., 2000; BIAGETTI e CORCOY, 
2013)  
Entre os SSRIs, a sertralina e o escitalopram são os que exercem um efeito 
inibitório menos acentuado sobre as isoenzimas 3A4 e 2 D6 do sistema citocromo P-
450, as quais são responsáveis pelo metabolismo de muitas drogas utilizadas no 
tratamento do diabetes e de comorbidades associadas, sendo por isso preferíveis 
em relação às outras drogas da classe (GREENBLATT et al., 1999; ECHEVERRY et 
al., 2009; GOIS et al., 2014). No entanto, controversamente foi mostrado que o 
tratamento com SSRIs causa ganho de peso e piora parâmetros glicêmicos (revisto 
por BYSTRITSKY et al., 2014).  
Outras classes de antidepressivos, os antidepressivos tricíclicos (amitriptilina, 
desipramina, imipramina, e nortriptilina, entre outros), os inibidores da monoamina 
oxidase (fenelzina, tranilcipromina, moclobemida) em geral não são indicados como 
primeira escolha para o tratamento da depressão associada ao diabetes, tendo em 
vista que interferem com o controle da glicemia e causam ganho de peso (revisto por 
ZANOVELI et al., 2015).  
  Desta forma, ainda em relação ao uso de antidepressivos no tratamento da 
depressão, evidências clínicas mostram que dependendo do fármaco pode haver 
uma piora de outras complicações diabéticas, como as cardiovasculares 
(WARRINGTON et al., 1989), além de requerer um tratamento contínuo (semanas a 
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meses) para alcançar a resposta terapêutica (FAVA e DAVIDSON, 1996; LITTLE, 
2009). Assim como ocorre no tratamento da DN diabética, uma pequena parcela dos 
pacientes responde eficazmente ao tratamento com antidepressivos. Portanto, o 
tratamento da depressão e da DN associados ao diabetes torna-se singular e alvo 
de especial atenção. 
Tendo em vista o importante envolvimento do estresse oxidativo e nitrosativo 
nas comorbidades associadas ao diabetes como a depressão e DN, compostos 
antioxidantes podem representar um terapêutica promissora, tanto como adjuvantes 
ou como terapia única (SCAPAGNINI et al., 2012; PERTOVAARA et al, 2001).  
 
 
2.4. A VIA KEAP1/NRF2 
 
 
Considerando o envolvimento de mecanismos fisiopatológicos que envolvem 
o aumento do estresse oxidativo, tais como processos inflamatórios, neuroimunes e 
neurodegenerativos, na depressão e DN associada ao diabetes, compostos que 
atuem também como protetores nesses processos, além de antioxidantes, são de 
extrema urgência. Nesse sentido, a ativação do fator nuclear Nrf2 (nuclear factor 
erythroid 2-related factor) pode representar uma promessa.  
 O fator nuclear Nrf2 é um fator de transcrição que possui atividade essencial 
na transativação de genes que contem elementos de resposta antioxidante em sua 
região promotora (TAGUCHI et al., 2011). É caracterizado como um sensor do 
estresse oxidativo que regula a expressão de mais de 200 genes citoprotetores 
relacionados à neutralização ou detoxificação de metabólitos endógenos e de 
toxinas ambientais (COPPLE, 2012; LEWIS et al., 2010;  MAGESH et al., 2012).   
Em situações fisiológicas, o Nrf2 é regulado negativamente pela Keap1 
(Kelch-like ECH-associated protein 1), a qual facilita a degradação do Nrf2 através 
do sistema ubiquitina-proteassoma. Todavia, em situações de danos oxidativos 
associados a inúmeras patologias, bem como na presença de compostos químicos 
com alta atividade eletrofílica, tais como radicais livres, há a dissociação da ligação 
Keap1-Nrf2, através de alterações em resíduos de cisteínas reativas na região de 
ligação da Keap1 (ITOH et al., 1999). Assim, Nrf2 dissociado da Keap1 migra para o 
núcleo, onde recruta proteína do tipo sMaf (small  Maf), com a qual forma um 
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heterodímero (TAGUCHI et al., 2011). Este heterodímero liga-se a elementos de 
resposta antioxidante (ARE), o qual regula o DNA ativo na forma cis e ativa a região 
promotora de muitos genes que codificam enzimas de detoxificação de fase-II e 
antioxidantes, como a heme oxigenase 1 (HO-1), superóxido dismutase (SOD), 
peroxiredoxina 1 (PRX1), NAD(P)H quinona oxiredutase 1 (NQO1) e glutamato 
cisteína ligase (ZHU et al., 2005; Kim et al., 2010). De forma interessante, o Nrf2 
parece também modular negativamente a expressão de muitos mediadores pró-
inflamatórios, incluindo citocinas, quimiocinas, moléculas de adesão, 
metaloproteinases da matriz (MMP-9), ciclooxigenase-2 e óxido nítrico sintase 
induzível (iNOS) (KIM et al., 2010).  
 
 
FIGURA 2. APRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DA VIA KEAP1/NRF-2.  Simplificadamente, a 
proteína Keap1 funciona como uma adaptadora para o sistema ubiquitina-proteassoma, o qual marca 
o fator de transdução Nrf-2 com resíduos de ubiquitina para ser degradado no proteassoma. Quando 
há a presença de radicais livres e/ou de substâncias eletrofílicas, estes ligam-se aos grupamentos tiol 
dos resíduos de cisteína presentes na proteína Keap1, a qual sofre uma alteração de conformação, 
liberando o Nrf-2 para migrar para o núcleo. O Nrf-2 dissociado da proteína Keap1,migra para o 
núcleo, forma em heterodímero com a proteína small maf, e liga-se a região promotora dos elemetos 
de resposta anti-oxidante (AREs) no núcleo, resultando na expressão de muitas proteínas anti-
oxidantes e citoprotetoras. Nrf-2: fator nuclear eritróide do tipo 2; Keap1: proteína derivada de células 
eritróides tipo Kelch com homologia CNC- associadas à proteína 1; CDDO-Im: 1- [2-ciano-3,12-
dioxooleano-1,9 (11) -dieno-28-oil] imidazol; Ub: Ubiquitina; Maf: oncogene AS42 homólogo à 
proteína de fibrosarcoma músculo-aponeurótico aviário; Nqo1: Desidrogenase de NAD (P) H, quinona 
1; Gst: Glutationa S- transferase; Ho-1: Heme oxigenase-1. Fonte: Adaptado de CHARTOUMPEKIS e 
KENSLER (2013). 
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Dentre muitos compostos exógenos com capacidade antioxidante que 
parecem atuar ativando a via Keap1/Nrf2, merece destaque o ácido elágico.  
Interessante notar que alguns compostos polifenólicos têm sido testados em animais 
quanto à atividade antidepressiva em vários modelos comportamentais. Entre eles 
estão a curcumina e os flavonóides do cacau e do chá-verde que mostraram 
atividade antidepressiva em modelos animais (MESSAUDI et al., 2008; SINGAL et 




FIGURA 3. ESTRUTURA QUÍMICA DO ÁCIDO ELÁGICO. FONTE: Adaptado de UEDA et al. (2004). 
 
 
O ácido elágico é um polifenol de grande interesse no presente estudo e, 
assim como o ALA, tem sido apontado como um ativador in vitro de Nrf2 com 
capacidade antioxidante, anti-inflamatória, anitifibrótica, cardioprotetora e 
anticancerígena (GIRISH e PRADHAN, 2008).  Além disso, o ácido elágico parece 
ser um potencial fármaco para o tratamento de complicações do diabetes devido a 
capacidade de inibir in vitro a enzima aldolse redutase, enzima central na via dos 
polióis, descrita como uma das vias responsáveis pela produção de espécies 
reativas de oxigênio na fisiopatologia do diabetes (SHIMIZU et al., 1989; 
TERASHIMA et al., 1990; TERASHIMA et al., 1991). Ademais, a capacidade 
antidepressiva do ácido elágico já tem sido observada em animais normoglicêmicos, 
os quais apresentam melhora do quadro depressivo após o tratamento com ácido 
elágico por mecanismos dependentes da interação com o sistema monoaminérgico 
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(GIRISH et al., 2012). Cabe ressaltar que foi demonstrado que o ácido elágico 
apresenta ainda efeitos neuroprotetores contra os danos causados pelo estresse 
oxidativo no nervo ciático, bem como no cérebro de ratos com diabetes induzida por 
estreptozotocina (UZAR et al., 2012) e o tratamento com ácido elágico, em 
associação com taurina e picrosídeo II, preveniu a redução da  velocidade de 
condução motora e sensorial do nervo ciático neste modelo animal de diabetes (LIU 
et al., 2011).  Considerando os mecanismos de ação descritos acima, parece 
plausível hipotetizar que o ácido elágico pode representar uma alternativa 
promissora para o tratamento das complicações do diabetes, como a depressão e 






3.1 OBJETIVO GERAL 
 
  
Investigar o envolvimento da via Keap1/Nrf2 no efeito do ácido elágico 
(antioxidante) e da imipramina (antidepressivo) sobre a dor neuropática e a 




3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 
- Avaliar o efeito do tratamento com ácido elágico sobre a reversão de 
comportamentos relacionados com a depressão e dor neuropática em ratos 
diabéticos por STZ, investigando o possível envolvimento do fator de transdução 
Nrf2;  
    26 
 
- Avaliar o efeito do tratamento com imipramina sobre a reversão de 
comportamentos relacionados com a depressão e dor neuropática em ratos 










Foram utilizados ratos machos da variedade Wistar pesando entre 180 a 220 
g provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Paraná. Estes 
animais foram mantidos em condições controladas de iluminação, com água e ração 
ad libitum. Os animais diabéticos foram mantidos em número reduzido por caixa e 
tiveram a maravalha trocada diariamente. Todos os experimentos foram conduzidos 
em acordo com as normas e legislações estabelecidas e aprovadas pelo Comitê de 
Ética em Pesquisa com Animais da UFPR, sendo os animais liberados sob o número 






Foram utilizadas as seguintes drogas: ácido elágico (AE; Santa Cruz 
Biotechnology Inc., USA), imipramina (IMI; Indústria Farmacêutica Novartis, Brasil) 
estreptozotocina (STZ; Santa Cruz Biotechnology Inc., USA) e tiopental sódico 
(Indústria Farmacêutica Cristália, Brasil). O ácido elágico, uma droga antioxidante 
aqui testada quanto seus possíveis efeitos antinociceptivo e tipo-antidepressivo na 
dor neuropática e na depressão associadas ao diabetes, foi preparado como uma 
suspensão em carboximetilcelulose 0,5% e administrado diariamente por via oral 
(v.o) nas doses de 75, 100 ou 150 mg/Kg durante 19 dias (do 17o ao 35o dia após a 
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indução do diabetes). A imipramina, um antidepressivo tricíclico aqui utilizado como 
controle para o efeito tipo-antidepressivo, foi dissolvida em soro fisiológico estéril e 
administrada diariamente por via intraperitoneal (i.p.) na dose de 10 mg/Kg durante 
19 dias (do 17o ao 35o dia após a indução do diabetes). A STZ foi diluída em tampão 
citrato 10 mM, pH 4,5 e administrada em uma única dose  de 60 mg/Kg por via i.p. 
no dia da indução do diabetes experimental. O tiopental sódico foi administrado em 
uma única dose de 200 mg/Kg i.p. no dia da eutanásia. Todas as drogas foram 
preparadas imediatamente antes da aplicação e administradas em um volume de 1 
ml/kg. As doses e vias foram estabelecidas com base em estudos prévios e pilotos 
do nosso laboratório (ZANOVELI et al., 2005; JOCA et al., 2003; UZAR et al., 2012; 
SCHREIBER et al., 2012; JIN et al., 2013; BIJJEM et al., 2013). 
 
 
4.3 INDUÇÃO EXPERIMENTAL DO DIABETES 
 
 
A estreptozocina (STZ) é uma toxina amplamente utilizada para induzir 
diabetes em animais. Através da alquilação do DNA, a STZ causa necrose das 
células beta-pancreáticas (LENZEN, 2008), o que conduz a um estado de diabetes 
insulino-dependente, a qual é acompanhada por alterações características, tais 
como um aumento dos níveis de glicose no sangue e na redução do ganho de peso 
corporal (DE MORAIS et al., 2014), e as consequentes comorbidades relacionadas 
ao diabetes. Com isso, o diabetes induzido por STZ tornou-se um modelo conhecido 
de depressão (DE MORAES et al, 2014;. HIRANO et al, 2007;. KAMEI et al, 2003; 
MIYATA et al, 2004) e dor neuropática (GAO e ZHENG, 2014) em roedores.  
A indução do diabetes foi realizada através da administração única de 
estreptozotocina (STZ; 60 mg/Kg, intraperitoneal; diluída em tampão citrato, 10 mM, 
pH 4,5) em ratos previamente submetidos a jejum de 12 horas. A confirmação do 
diabetes foi realizada três dias após a injeção de STZ, por meio da aplicação de um 
pequeno volume de sangue periférico colhido da cauda dos animais em fitas teste 
impregnadas de glicose oxidase (Accu-Check ActiveTM, Roche). Foram considerados 
diabéticos e mantidos nos experimentos os animais cuja glicemia apresentou-se 
igual ou maior que 250 mg/dL. Grupos controles normoglicêmicos foram conduzidos 
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4.4 TESTE DE NADO FORÇADO  
 
 
O nado forçado é um teste de triagem comportamental amplamente utilizado 
para estudar novas drogas com potencial antidepressivo. O teste baseia-se na 
observação de ratos que são obrigados a nadar num cilindro fechado do qual não 
podem escapar. Por conseguinte, depois de algum tempo, eles cessam as 
aparentes tentativas de escapar e tornam-se imóveis, apenas mantendo os 
pequenos movimentos necessários para manter a cabeça acima da água. Esta 
imobilidade comportamental (comportamento tipo-depressivo) reflete um estado de 
desespero do rato, e vários antidepressivos eficazes são capazes de reduzir este 
tempo de imobilidade (PORSOLT et al., 1978). 
Neste procedimento, realizado conforme Porsolt e colaboradores (1978), os 
animais foram colocados individualmente para nadar em cilindros de plástico (20 cm 
de diâmetro por 50 cm de altura contendo 30 cm de água na temperatura de 
24±1°C) por 15 minutos (pré-teste). Vinte e quatro horas após o Pré-teste, os 
animais foram submetidos a uma sessão de 5 minutos de nado forçado (sessão 
teste). Durante esta sessão foi avaliado o tempo de imobilidade total durante 5 
minutos. O comportamento do tipo depressivo foi relacionado ao aumento no tempo 
de resposta passiva (imobilidade), enquanto o possível efeito tipo-antidepressivo dos 
tratamentos foi relacionado a uma redução no tempo de imobilidade apresentado 
peloa ratos. 
Entre um animal e outro, água limpa foi reposta após o cilindro ser limpo 
adequadamente. Após cada sessão (pré-teste e teste), os animais foram removidos 
e submetidos à secagem com panos limpos e secos em uma caixa separada antes 
de retornarem para suas caixas originais. 
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4.5 TESTE DE CAMPO ABERTO  
 
 
O teste de campo aberto foi utilizado a fim de se avaliar a possibilidade de 
alterações na atividade locomotora induzida pelos diferentes tratamentos, a qual 
pode ser alterada dor fármacos que atuem no sistema nervoso central ou por 
relaxantes musculares. Para isto, este foi realizado conforme o método descrito por 
Sielgel (1946) e validado por Archer (1973), que permite uma avaliação da atividade 
estimulante ou depressora de uma determinada substância. 
Para tal, os animais foram colocados individualmente no centro de uma arena 
redonda dividida em 19 quadrantes, onde andaram e exploraram livremenre o 
ambiente por 5 minutos. A análise da atividade locomotora foi feita pela 
quantificação do número total de cruzamentos durante este período. Os dados 
obtidos após os diferentes tratamentos foram comparados com os respectivos 
controles (tratados somente com veículo). 
 
 
4.6 ESTIMULAÇÃO MECÂNICA (TESTE DE VON FREY ELETRÔNICO)  
 
 
O teste de Von-Frey eletrônico consiste em uma técnica de se avaliar a 
sensibilidade de tecidos frente a um estímulo mecânico. Este tem sido utilizado há 
alguns anos na clinica em humanos (JENSEN et al., 1986) e experiementalmente 
em animais (MÖLLER et al., 1998). 
Com isso, no presente trabalho, os animais foram avaliados quanto à alodinia 
mecânica por meio do teste de pressão crescente na pata de ratos, realizado com o 
auxílio de um aparelho anestesiômetro eletrônico (Von Frey eletrônico, IITC Life 
Science). O Von Frey Eletrônico possui um transdutor de força conectado a um 
contador digital de força expressa em gramas (g). O contato do transdutor de força 
com a pata é feito por meio de uma ponteira de polipropileno com 0,5 mm de 
diâmetro adaptada ao transdutor. Os animais foram colocados em caixas de acrílico, 
cujo assoalho consiste de uma rede de malha igual a 5 mm2, constituída de arame 
não maleável de 1mm de espessura, durante 15 minutos antes do experimento, para 
adaptação. O experimentador aplicou, por entre as malhas da rede, força 
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linearmente crescente no centro da planta da pata do rato e o estímulo cessou 
quanto o animal apresentou resposta de retirada e sacudida da pata estimulada. 
Foram realizadas repetições dos estímulos até que o animal apresente três medidas 
similares com uma nítida resposta de "sacudida" após a retirada da pata. A 
intensidade da alodinia mecânica foi então quantificada pela média dos três valores 
expressos em gramas (força) observada antes da administração de STZ (estado 
basal ou zero hora), na terceira semana após a indução do diabetes e após o 
tratamento com as drogas em questão (quinta semana após a indução do diabetes). 
 
 
4.7 EUTANÁSIA E COLETA DOS TECIDOS 
 
 
Um dia após a última medida de alodinia mecânica (36 dias após a indução 
do diabetes), os ratos foram eutanasiados por overdose de tiopental (200 mg/kg, i.p.) 
seguida por deslocamento cervical. O quadrante anterior do cordão espinhal (na 
altura das vértebras L4-L6) e o hipocampo foram coletados e armazenados num 
freezer a -80°C até a realização das análises de western blotting. 
 
 
4.8 WESTERN BLOTTING (WB)  
 
 
O Western Blotting foi realizado a fim de se analisar a expressão de Nrf-2 no 
cordão espinhal a no hipocampo dos animais após o tratamento com as drogas em 
questão, ou com seus respectivos veículos. Para isso, foram utilizadas as amostras 
(cordão espinhal e hipocampo) de quatro animais de cada grupo experimental: 4 
normoglicêmicos tratados com veículo (CMC e salina), 4 diabéticos tratados com 
veículo (CMC e salina), e quatro diabéticos tratados com cada droga (ácido elágico e 
imipramina). As amostras foram homogeneizadas em uma solução de tampão RIPA 
contendo TRIS (50 mmol /L), NaCl (150 mmol/L), SDS (1%), deoxicolato de sódio 
(0,5%), PMSF (0,1 mM) and EDTA (0,1 mM). Em seguida, os homogenatos foram 
mantidos em gelo por 30 minutos, e então sonicados duas vezes por 20 segundos 
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no gelo. Logo após as mesmas foram centrifugadas por 30 minutos a 12.000 rpm. 
Os sobrenadantes foram separados e os extratos obtidos foram diluídos 10 vezes 
em tampão PBS 1X, então a quantificação de proteínas foi realizada pelo método de 
Bradford (Bio-Rad, Hercules, CA, USA), de acordo com as instruções do fabricante, 
e utilizando-se soro albumina bovina como padrão. Desta forma, 40ug de proteina 
de cada amostra foram separadas em géis de poliacrilamida a 10% por eletroforese 
em gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de sódio (SDS-PAGE) e submetidas à 
reação de western blotting. 
Para o western blotting, as proteínas dos géis foram eletrotransferidas para 
uma membrana de nitrocelulose (PVDF, BioRad) por uma hora sob corrente 
constante de 15V em tampão de transferência gelado (39mM de glicina, 48mM de 
Tris-base, 0,037% de SDS e 20% metanol) pelo aparato Trans-Blot Semi-Dry (Bio-
Rad). Após a transferência, a membrana foi bloqueada (durante 1 hora à 
temperatura ambiente) com tampão de bloqueio TBST (120mM de NaCl, 20mM de 
Tris-base e 0,05% de Tween 20) contendo 5% de leite desnatado (Molico, Nestlé). 
Em seguida, foi realizada a incubação com o anticorpo policlonal de coelho anti-Nrf2 
(1:300, Santa Cruz Biotechnology) previamente diluído em tampão de bloqueio. Esta 
reação com o anticorpo primário foi realizada a 4°C por 16 horas sob constante 
agitação. As membranas, após três lavagens de 5 minutos com TBST, foram 
incubadas com o anticorpo secundário anti-rabbit IgG acoplado a HRP (1:6000, 
Sigma-Aldrich), diluído em tampão de bloqueio, por 1 hora à temperatura ambiente. 
Para verificação da presença da banda de interesse, as membranas foram 
submetidas a novas sequencias de lavagens com TBST e incubadas com substrato 
adequado para reação de quimioluminescência (Westar Supernova - Cyanagen), 
expondo-as a filme radiográfico (Carestream) até obtenção de sinal adequado. A 
proteína constitutiva β-actina foi utilizada para normalização e comparação dos 
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4.9 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS  
 
 
Dois dias após a ambientação no laboratório, todos os animais foram 
avaliados quanto limiar de retirada à estimulação mecânica através do Von Frey 
eletrônico (medida basal). Em seguida e após 12 h de jejum, os animais designados 
aos grupos diabéticos (DBT) receberam estreptozotocina (STZ; 60 mg/kg, i.p.). A 
indução do diabetes experimental foi confirmado 3 dias após a administração de 
STZ, e foi caracterizada pela glicemia maior ou igual a 250 mg/dL. Grupos de 
animais normoglicêmicos (NGL) foram conduzidos em paralelo em cada 
experimento. Após 2 semanas da indução do diabetes por STZ (14o dia - terceira 
semana), os animais dos diferentes grupos experimentais (DBT e NGL) foram 
submetidos aos testes de campo aberto seguido do teste de nado forçado para 
avaliar a atividade locomotora e o comportamento relacionado à depressão, 
respectivamente. Dois dias após, os mesmos foram resubmetidos ao teste de 
estimulação mecânica a fim de analisar o limiar mecânico. Neste mesmo dia (17o dia 
após a diabetização) e imediatamente após o teste comportamental, foram iniciados 
os diferentes tratamentos (ácido elágico, nas doses de 75, 100 ou 150 mg/Kg; p.o.), 
imipramina (10 mg/Kg, i.p.) ou seus respectivos veículos (carboximetil celulose 0,5% 
ou salina), os quais tiveram a duração de 19 dias. Cabe ressaltar que o tratamento 
com o antidepressivo tricíclico imipramina foi realizado como um controle positivo do 
efeito do tipo antidepressivo. 
Os animais forma tratados até o 35o dia após a diabetização. Cabe mencionar 
que estudos prévios do laboratório mostram que na quarta semana após a 
diabetização ocorre o pico de alodinia mecânica em ratos diabéticos, bem como 
verifica-se uma resposta do tipo depressiva mais pronunciada nesses animais 
(Cunha et al., 2009; de Morais et al., 2014).    
No 33o dia, os ratos foram submetidos ao teste de campo aberto e de nado 
forçado, sendo que dois dias após (35o dia), os mesmos foram resubmetidos ao 
teste de estimulação mecânica. No dia seguinte à análise comportamental de 
alodinia mecânica, a glicemia foi aferida e os ratos foram eutanasiados e o 
hipocampo e a medula espinhal foram imediatamente dissecados e armazenados no 
freezer a -80°C para a análise da expressão do Nrf2 por meio de western blotting. 
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FIGURA 4.  DELINEAMENTO DOS PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS. Tratamento com os 
veículos (salina, i.p. ou CMC 0,5% p.o.) ou com AE (75, 100 or 150 mg/Kg, v.o.) ou com imipramina 
(10 mg/Kg, i.p.) foi feito diariamente por 19 dias. CMC: carboximetilcelulose; AE: ácido elágico; NF: 
Nado forçado; AG: aferição da glicemia; CT: coleta de tecidos. 
 
 
4.10 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 
 
 
Os dados foram expressos como média ± desvio padrão da média (E.P.M.) de 
grupos contendo de 7 a 9 animais. Os resultados obtidos após os testes 
comportamentais de nado forçado ou de campo aberto, assim como o ganho de 
peso dos animais foram analisados por meio da análise de variância (ANOVA) de 
uma via. As alterações glicêmicas dos ratos diabéticos foram analisadas por ANOVA 
de duas vias. Os dados obtidos a partir do teste de estimulação mecânica foram 
analisados por ANOVA duas vias com medidas repetidas. Quando houve diferenças 
estatisticamente significativas após os a realização dos testes de ANOVA, estes 
foram seguidos pelo pós-teste de múltipla comparação de Newman-Keuls. P≤0,05 
foram considerados estatisticamente significativos. 
A fim de se analisar a relações entre o limiar de retirada da pata e o tempo de 
imobilidade em animais NGL e DBT (n=10) foi utilizado o teste de coeficiente de 
correlação de Pearson e regressão linear multi-variada. Para isso, a intensidade de 
dor foi calculada subtraindo-se os valores basais do limiar de retirada da pata 
(obtidos antes dos procedimentos experimentais) dos valores de limiar de retirada da 
pata observados na quinta semana após a indução do diabetes. 
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5. RESULTADOS  
 
 
5.1 CARACTERIZAÇÃO DA ALODINIA MECÂNICA E DO COMPORTAMENTO 
TIPO-DEPRESSIVO EM RATOS COM DIABETES EXPERIMENTAL INDUZIDA 
POR STZ E SUA CORRELAÇÃO 
 
 
Como demonstrado na FIGURA 5 (painel A), quando comparados aos 
normoglicêmicos, os ratos diabéticos apresentaram uma redução significativa 
(p<0,05) do limiar de retirada da pata na terceira semana após a indução do 
diabetes, tendo um pico na quinta semana, indicando o aparecimento de 
hiperalgesia. Por outro lado, quando o tempo de imobilidade foi avaliado no teste de 
nado forçado (FIGURA 5, painel B), não foram observadas diferenças 
estatisticamente significativas entre os grupos de animais diabéticos-salina e 
normoglicêmicos-salina na terceira semana. Porém, na quinta semana, os animais 
diabéticos apresentaram um aumento significativo (p<0,05) do tempo de imobilidade 
(em segundos) quando comparados aos normoglicêmicos, o que indica o 
aparecimento do comportamento tipo-depressivo.  
A fim de se investigar mais a fundo relação entre dor e depressão, ambos os 
grupos experimentais tiveram o limiar de retirada da pata a o tempo de imobilidade 
submetidos a análises de correlação. Como mostrado na FIGURA 5 (painéis C e D), 
foi observada uma correlação positiva entre o limiar de retirada da pata e o tempo de 
imobilidade tanto nos ratos diabéticos quanto nos normoglicêmicos (NGL r2=0,4344; 
p<0,05; DBT r2=0,5342; p<0,05). 
 
 
    35 
 
 
FIGURA 5. Avaliação da alodinia mecânica (A) e do comportamento tipo-depressivo (B) em ratos 
normoglicêmicos (NGL) e diabéticos (DBT). Cada coluna representa a média ± E.P.M.; n=8. As 
diferenças entre grupos com relação à avaliação da alodinia mecânica (A) foi avaliada por análise de 
variância (ANOVA) de duas vias com medidas repetidas seguida pelo pós-teste de Newman-Keuls; e 
as diferenças entre grupos com relação ao comportamento tipo-depressivo (B), foi analisada por 
análise de variância (ANOVA) de uma via seguida pelo pós-teste de Newman-Keuls.  *representa 
P<0,05 quando comparado ao grupo normoglicêmico. A análise de correlação entre o limiar de 
retirada da pata e o tempo de imobilidade em ratos normoglicêmicos (painel C) e diabéticos (painel 
D). A fim de se analisar a relações entre o limiar de retirada da pata e o tempo de imobilidade em 
animais NGL e DBT (n=10) foi utilizado o teste de coeficiente de correlação de Pearson e regressão 
linear multi-variada. A intensidade de dor representa o Δ entre valores de limiar de retirada da pata 
observados na quinta semana após a indução do diabetes e os valores basais do limiar de retirada da 
pata (obtidos antes dos procedimentos experimentais).  
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5.2 EFEITO DA IMIPRAMINA SOBRE A NOCICEPÇÃO, SOBRE O 
COMPORTAMENTO DO TIPO DEPRESSIVO E SOBRE A ATIVIDADE 




Novamente, foi demonstrado na FIGURA 6, que, quando comparados aos 
ratos normoglicêmicos, os diabéticos desenvolveram uma redução significativa (p< 
0,05) no limiar de retirada da pata, a qual teve início na terceira semana após a 
indução do diabetes e permaneceu na quinta semana.  
O tratamento com imipramina (10 mg/Kg, diariamente por 19 dias, iniciado 
após o teste de estimulação mecânica na terceira semana após a indução do 
diabetes) causou uma reversão significativa (p<0,05) da alodinia mecânica 
observada nos ratos diabéticos na quinta semana (FIGURA 6). 
O tratamento com imipramina também promoveu uma redução significativa do 
tempo de imobilidade apresentado por ratos diabéticos no teste de nado forçado, 
quando comparados aos normoglicêmicos (FIGURA 7).  
No teste de campo aberto, conforme mostrado na TABELA 1, os ratos 
diabéticos apresentaram uma redução estatisticamente significativa (p<0,05) no 
número de cruzamentos quando comparados aos normoglicêmicos na terceira 
semana após a indução do diabetes.        
No entanto, esta redução não foi mais observada quando os ratos diabéticos 
foram testados na quinta semana (ou seja, não houve mais diferença 
estatisticamente significativa entre os grupos de diabéticos tratados com veículo e 
de normoglicêmicos). No entanto, o tratamento prolongado com imipramina induziu 
uma redução significativa (p<0,05) no número de cruzamentos apresentado pelos 
ratos diabéticos quando comparados aos normoglicêmicos e aos diabéticos tratados 
apenas com veículo (TABELA 1). 
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FIGURA 6. EFEITO DA IMIPRAMINA SOBRE LIMIAR DE RETIRADA DA PATA EM RATOS 
SUBMETIDOS AO TESTE DE ALODINIA MECÂNICA ANTES, 3 E 5 SEMANAS APÓS A INDUÇÃO 
DO DIABETES POR ESTREPTOZOTOCINA. Os grupos representam ratos normoglicêmicos 
tratados com salina i.p. (NGL + Sal), diabéticos tratados com salina i.p. (DBT + sal), diabéticos 
tratados com imipramina na dose de 10 mg/Kg, i.p. (DBT + IMI 10 mg/Kg). Os dados representam a 
média 
+
 E.P.M do aumento ou da diminuição do limiar de retirada da pata, expresso em gramas. N=7-
9. As diferenças entre os grupos foram avaliadas por análise de variância (ANOVA) de duas vias com 
medidas repetidas seguida pelo pós-teste de Newlman-keuls *Diferença significativa com relação ao 
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FIGURA 7. EFEITO DA IMIPRAMINA SOBRE O TEMPO DE IMOBILIDADE EM RATOS 
SUBMETIDOS AO TESTE DE NADO FORÇADO 3 E 5 SEMANAS APÓS A INDUÇÃO DO 
DIABETES POR ESTREPTOZOTOCINA. Os grupos representam ratos normoglicêmicos tratados 
com salina i.p. (NGL + Sal), diabéticos tratados com salina i.p. (DBT + sal), diabéticos tratados com 
imipramina na dose de 10 mg/Kg, i.p. (DBT + IMI 10 mg/Kg). Os dados representam a média 
+
 E.P.M 
do tempo de imobilidade total contado durante um período de 5 minutos, expresso em segundos. 
N=7-9. As diferenças entre os grupos foram avaliadas por análise de variância (ANOVA) de uma via 
seguida pelo pós-teste de Newlman-keuls. *Diferença significativa com relação ao grupo NGL + Sal, 
p<0,05; # Diferença significativa em relação ao grupo DBT + Sal, p<0,05. 
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TABELA 1: EFEITO DA IMIPRAMINA SOBRE O NÚMERO DE CRUZAMENTOS EM RATOS 
SUBMETIDOS AO TESTE DE CAMPO ABERTO 3 E 5 SEMANAS APÓS A INDUÇÃO DO 
DIABETES POR ESTREPTOZOTOCINA. 
Grupos experimentais 
Número de cruzamentos 
3a Semana 5a Semana 
NGL + Sal 91,86 ± 14,86 92,75 ± 21,82 
DBT + Sal 59,75 ± 20,89 * 69,38 ± 32,14 
DBT + imipramina 69,00 ± 17,52 * 38,57 ± 21,86 * # 
Os grupos representam ratos normoglicêmicos tratados com salina i.p. (NGL + Sal), diabéticos 
tratados com salina i.p. (DBT + sal), diabéticos tratados com imipramina na dose de 10 mg/Kg, i.p. 
(DBT + IMI 10 mg/Kg). Os dados representam a média 
+
 E.P.M do número de cruzamentos contado 
durante um período de 5 minutos. N=7-9. As diferenças entre os grupos foram avaliadas por análise 
de variância (ANOVA) de uma via seguida pelo pós-teste de Newlman-keuls *Diferença significativa 
com relação ao grupo NGL + Sal, p<0,05; # Diferença significativa em relação ao grupo DBT + Sal, 
p<0,05. FONTE: O autor (2015). 
 
5.3 EFEITO DO ÁCIDO ELÁGICO SOBRE A NOCICEPÇÃO, SOBRE O 
COMPORTAMENTO DO TIPO DEPRESSIVO E SOBRE A ATIVIDADE 




No teste de estimulação mecânica, novamente os animais diabéticos-veículo 
apresentaram uma redução significativa (p<0,05) no limiar de retirada da pata 
quando comparados ao grupo normoglicêmicos-veículo na terceira semana após a 
indução do diabetes. No entanto, interessantemente, o tratamento com ácido elágico 
em duas das doses testadas (75 e 100 mg/kg, diariamente, por 19 dias, iniciada a 
partir do teste de estimulação mecânica na terceira semana) reverteu 
significativamente a alodinia mecânica em ratos diabéticos na quinta semana, sendo 
que um efeito mais pronunciado foi observado na menor dose, 75 mg/kg (FIGURA 
8). No entanto, a maior dose, não apresentou efeito estatísticamente significativo na 
reversão da alodinia. 
A dose de 75 mg/kg, mas não as maiores (100 mg/Kg e 150 mg/kg), também 
demonstrou-se efetiva em prevenir significativamente o aumento do tempo de 
imobilidade dos ratos diabéticos, sugerindo um efeito tipo-antidepressivo nestes 
animais (FIGURA 9). No teste de campo aberto (TABELA 2), foi observado que na 
terceira semana após a indução do diabetes, todos os ratos diabéticos 
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demonstraram uma redução estatisticamente significativa (p<0,05) no número de 
cruzamentos quando comparados ao grupo de normoglicêmicos. Na quinta semana, 
todos os grupos de diabéticos, exceto os tratados com a maior dose de ácido elágico 
(150 mg/Kg), recuperaram a normalidade da atividade locomotora, não diferindo dos 
normoglicêmicos.   
 
FIGURA 8. EFEITO DO ÁCIDO ELÁGICO SOBRE LIMIAR DE RETIRADA DA PATA EM RATOS 
SUBMETIDOS AO TESTE DE ALODINIA MECÂNICA ANTES, 3 E 5 SEMANAS APÓS A INDUÇÃO 
DO DIABETES POR ESTREPTOZOTOCINA. Os grupos representam ratos normoglicêmicos 
tratados com carboximetilcelulose 0,5% p.o. (NGL + CMC 0,5%), diabéticos tratados com 
carboximetilcelulose 0,5% p.o. (DBT + CMC 0,5%), diabéticos tratados com ácido elágico na dose de 
75 mg/Kg p.o. (DBT + AE 75 mg/Kg), diabéticos tratados com ácido elágico na dose de 100 mg/Kg 
p.o. (DBT+AE 100 mg/Kg) e diabéticos tratados com ácido elágico na dose de 150 mg/Kg p.o.(DBT + 
AE 150mg/Kg). Os dados representam a média 
+
 E.P.M. do aumento ou da diminuição do limiar de 
retirada da pata, expresso em gramas. N=7-9. As diferenças entre os grupos foram avaliadas por 
análise de variância (ANOVA) de duas vias com medidas repetidas seguida pelo pós-teste de 
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Newlman-keuls *Diferença significativa com relação ao grupo NGL + CMC 0,5%, p<0,05; # Diferença 
significativa em relação ao grupo DBT + CMC 0,5%, p<0,05. 
 
FIGURA 9. EFEITO DO ÁCIDO ELÁGICO SOBRE O TEMPO DE IMOBILIDADE EM RATOS 
SUBMETIDOS AO TESTE DE NADO FORÇADO 3 E 5 SEMANAS APÓS A INDUÇÃO DO 
DIABETES POR ESTREPTOZOTOCINA. Os grupos representam ratos normoglicêmicos tratados 
com carboximetilcelulose 0,5% p.o. (NGL + CMC 0,5%), diabéticos tratados com carboximetilcelulose 
0,5% p.o. (DBT + CMC 0,5%), diabéticos tratados com ácido elágico na dose de 75 mg/Kg p.o. (DBT 
+ AE 75 mg/Kg), diabéticos tratados com ácido elágico na dose de 100 mg/Kg p.o. (DBT + AE 100 
mg/Kg) e diabéticos tratados com ácido elágico na dose de 150 mg/Kg p.o. (DBT + AE 150 mg/Kg). 
Os dados representam a média 
+
 E.P.M do tempo de imobilidade total contado durante um período de 
5 minutos, expresso em segundos. As diferenças entre os grupos foram avaliadas por análise de 
variância (ANOVA) de uma via seguida pelo pós-teste de Newlman-keuls N=7-9.  *Diferença 
significativa com relação ao grupo NGL + CMC 0,5%, p<0,05; # Diferença significativa em relação ao 
grupo DBT + CMC 0,5%, p<0,05. 
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Com relação a atividade locomotora, verificou-se que na terceira semana 
após a diabetização os animais diabéticos apresentaram uma redução do número de 
cruzamentos no teste de campo aberto (TABELA 2). Também foi observado que, na 
quinta semana, com exceção dos animais tratados com AE 150 mg/kg, os  
diabéticos controle e tratados não apresentaram alterações no número de 
cruzamentos.   
 
 
TABELA 2. EFEITO DO ÁCIDO ELÁGICO SOBRE O NÚMERO DE CRUZAMENTOS EM RATOS 
SUBMETIDOS AO TESTE DE CAMPO ABERTO 3 E 5 SEMANAS APÓS A INDUÇÃO DO 
DIABETES POR ESTREPTOZOTOCINA. 
Grupos experimentais 
Número de cruzamentos 
3a Semana 5a Semana 
NGL + CMC 107,0 ± 21,97 78,29 ± 13,44 
DBT + CMC 75,38 ± 16,55
*
 75,75 ± 28,53 
DBT + AE 75 mg/Kg 78,5 ± 12,98
*
 58,25 ± 18,09 
DBT + AE 100 mg/Kg 80,13 ± 15,35
*
 66,13 ± 21,36 
DBT + AE 150 mg/Kg 50,86 ± 26,87 
*# 16,14 ± 4,10
*# 
Os grupos representam ratos normoglicêmicos tratados com carboximetilcelulose 0,5% p.o. (NGL + 
CMC 0,5%), diabéticos tratados com carboximetilcelulose 0,5% p.o. (DBT + CMC 0,5%), diabéticos 
tratados com ácido elágico na dose de 75mg/Kg p.o.(DBT + AE 75 mg/Kg), diabéticos tratados com 
ácido elágico na dose de 100 mg/Kg p.o.(DBT + AE 100 mg/Kg) e diabéticos tratados com ácido 
elágico na dose de 150 mg/Kg p.o. (DBT + AE 150mg/Kg). Os dados representam a média 
+
 E.P.M do 
número de cruzamentos contado durante um período de 5 minutos. N=7-9.  As diferenças entre os 
grupos foram avaliadas por análise de variância (ANOVA) de uma via seguida pelo pós-teste de 
Newlman-keuls. *Diferença significativa com relação ao grupo NGL + CMC 0,5%, p<0,05; #Diferença 
significativa em relação ao grupo DBT + CMC 0,5%, p<0,05. 
 
 
5.4. EFEITO DO TRATAMENTO COM IMIPRAMINA OU ÁCIDO ELÁGICO NA 
EXPRESSÃO GLOBAL DE NRF-2 NO CORDÃO ESPINHAL E NO HIPOCAMPO 
DE RATOS COM DIABETES EXPERIMENTAL INDUZIDA POR STZ 
 
 
As análises de western blotting mostraram que, quando comparados ao grupo 
de normoglicêmicos, os ratos diabéticos apresentaram uma redução significativa 
(p<0,05) da expressão global de Nrf-2 tanto no cordão espinhal (FIGURA 10, painéis 
A e C), quanto no hipocampo (FIGURA 10, painéis B e D). Interessantemente, o 
tratamento com imipramina (10 mg/kg, i.p., for 19 dias) aumentou significativamente 
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(p<0,05) a expressão global de Nrf-2 tanto no cordão espinhal (FIGURA 10, painel 
A) quanto no hipocampo (FIGURA 10, painel B) dos ratos diabéticos quando 
comparados ao grupo de diabéticos-veículo. Da mesma forma, o ácido elágico 
aumentou significativamente (p<0,05) a expressão global de Nrf-2 no cordão 
espinhal (FIGURA 10, painel C), porém não foi possível verificar o mesmo no 




FIGURA 10. EFEITO DA IMIPRAMINA (10 MG/KG, I.P., POR 19 DIAS; PAINÉIS A E B) E DO 
ÁCIDO ELÁGICO (75 MG/KG, V.O., POR 19 DIAS; PAINÉIS C E D) NA EXPRESSÃO GLOBAL DE 
NRF-2 NO CORDÃO ESPINHAL (PAINÉIS A E C) OU NO HIPOCAMPO (PAINÉIS B E D) 36 DIAS 
APÓS A INDUÇÃO DO DIABETES. As diferenças entre os grupos foram avaliadas por análise de 
variância (ANOVA) de uma via seguida pelo pós-teste de Newlman-keuls Cada coluna expressa a 
média ± E.P.M.; n=4. * representa P<0,05 quando comparado aos normoglicêmicos-salina ou aos 
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5.5 EFEITO DO TRATAMENTO COM ÁCIDO ELÁGICO E IMIPRAMINA SOBRE O 




Conforme pode-se observar na TABELA 3 todos os ratos diabéticos, tanto os 
tratados com imipramina ou AE, quanto os tratados apenas com seus respectivos 
veículos, apresentaram um ganho de peso significativamente (p<0,05) menor 
quando comparados a este ganho nos animais normoglicêmicos. Com relação à 
glicemia, pode-se observar que todos os grupos de animais diabéticos 
permaneceram diabéticos ao fim do experimento, sendo que os tratamentos não 
causaram alterações significativas na glicemia dos diabéticos tratados com 
imipramina ou AE quando comparados aos diabéticos-veículo.   
 
 




Ganho de peso 
(g) 
Glicemia (mg/dL) 
3 dias após 
STZ 
36 dias após 
STZ 
NGL + Sal 111.1 ± 6.7 n.d. n.d. 
DBT + Sal 30.7 ± 6.4* 476.9 ± 10.4 527.1 ± 14.4 
DBT + imipramina 31.4 ± 5.0* 521.7 ± 8.3 483.4 ± 17.8 
NGL + CMC 152.0 ± 27.9 n.d. n.d. 
DBT + CMC 26.4 ± 10.2* 501.4 ± 23.0 582.7 ± 8.9 
DBT + AE 75 mg/Kg 42.6 ± 6.9* 461.1 ± 19.7 517.4 ± 20.2 
DBT + AE 100 mg/Kg 32.6 ± 3.7* 500.4 ± 22.5 518.2 ± 14.1 
DBT + AE 150 mg/Kg -12.2 ± 7.2* 484.5 ± 7.6 524.6 ± 15.5 
O ganho de peso foi calculado subtraindo-se o peso inicial (dia zero) dos animais do peso final dos 
mesmos (dia 36). A glicemia foi aferida 3 dias após a injeção i.p. de STZ  a fim de se confirmar a 
indução do diabetes, e novamente no fim dos experimentos (36 dias após a aplicação de STZ). As 
diferenças entre os grupos foram avaliadas por análise de variância (ANOVA) de uma via seguida 
pelo pós-teste de Newlman-keuls. n.d.: não determinado; NGL: normoglicêmicos; DBT: diabéticos; 
Sal: salina; CMC: carboximetilcelulose; AE: ácido elágico. *p<0,05 quando comparados ao grupo 
NGL. FONTE: O autor (2015). 
 
 






Muitos estudos têm demonstrado o envolvimento do estresse oxidativo sobre 
a DN (PACHER et al., 2005) e a depressão (MAES et al, 2009; MAES et al, 2012). 
Além disso, o stress oxidativo tem sido implicado como um fator comum na 
fisiopatologia das complicações do diabetes, incluindo a depressão e a DN 
(OBROSOVA et al., 2005; EREN et al., 2007; LUCCA et al., 2009; WANG et al., 
2012; BUDNI et al., 2013). Com base nisto, os antioxidantes podem representar um 
tratamento promissor (SCAPAGNINI et al., 2012; PERTORVAARA et al., 2001). 
A principal conclusão deste estudo é que a administração prolongada de 
ácido elágico, um antioxidante conhecido que atua através da ativação de vias 
Keap1/Nrf2, produz efeitos antinociceptivo (75, 100 mg/kg, p.o.) e tipo-
antidepressivo (75 mg/ kg, po)  em ratos diabéticos.  
Os nossos resultados mostraram que, na terceira semana após a indução do 
diabetes, os ratos diabéticos, quando comparados com os normoglicêmicos, 
apresentaram uma redução do limiar mecânico de retirada da pata, que permaneceu 
na quinta semana. Este tipo de resposta representa um comportamento de 
hiperalgesia. Corroborando esses resultados, estudos anteriores em nosso 
laboratório mostraram que hiperalgesia inicia-se duas semanas após a indução do 
diabetes por estreptozotocina (dados não publicados). Aley e colaboradores (2002), 
mostraram que 24-168 h após uma dose única de STZ (40 mg/kg, iv), os ratos 
desenvolveram uma diminuição significativa no limiar nociceptivo. Além disso, 
estudos já mostraram que esta hiperalgesia pode perdurar por semanas (BĂDESCU 
et al., 2014; BALUCHNEJADMOJARAD et al., 2012). 
Conforme estudos anteriores (GOMEZ et al, 2000;. WAHYS et al, 2010; 
CALETTI et al., 2012; DE MORAIS et al., 2014), nossos resultados mostraram que 
os ratos diabéticos, quando submetidos ao teste da nado forçado, mostraram um 
comportamento tipo-depressivo mais pronunciado do que animais normoglicêmicos, 
como observado pelo aumento significativo no tempo de imobilidade demonstrado 
por diabéticos quando comparados com ratos normoglicêmicos. Este 
comportamento tipo-depressivo pronunciado dos animais diabéticos foi observado 
na quinta semana após a indução do diabetes. Embora a maioria dos estudos 
demonstrem que ratos diabéticos apresentam um aumento significativo no tempo de 
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imobilidade entre os dias 21 (WAYHS et al, 2010; WAYHS et al, 2013) e no dia 28 
(GOMEZ et al, 2000; CALLETI et al, 2012), após a indução do diabetes, nossos 
resultados são corroborados por Khanam & Pillai (2012), os quais mostram que esse 
comportamento permanece na quinta semana. 
No que diz respeito à atividade locomotora, nossos resultados mostraram 
que, na terceira semana após a injeção de STZ, animais diabéticos-veículo 
apresentaram uma redução significativa no número de cruzamentos quando 
comparados aos normoglicêmicos no teste de campo aberto. Entretanto, na quinta 
semana, estas alterações entre o número de cruzamentos realizados por 
normoglicêmicos e ratos diabéticos-veículo não foram observadas. Corroborando 
nossos resultados, Haider e colaboradores (2013), observaram que, na segunda 
semana após a injeção de uma dose única de STZ de 60 mg/kg, os ratos diabéticos 
apresentaram uma diminuição significativa da atividade locomotora. Além disso, foi 
relatado que na quarta semana, o diabetes induzido por STZ não causou quaisquer 
alterações na atividade locomotora (DE MORAES et al., 2014). 
Tem sido demonstrada uma estreita relação entre dor crônica e a depressão 
(MERSKEY et al., 1967;. GRANDE et al., 1980; KRAEMLINGER et al., 1983, 
BENBOW et al., 1998; GUREJE et al., 1998; Tsai, 2005; ROSEMANN et al., 2007; 
SELVARAJAH et al., 2014). Além disso, também tem sido proposta uma maior 
incidência de depressão em pacientes diabéticos com dor neuropática (DOBROTA 
et al., 2014). No entanto, nenhum estudo demonstrou a relação entre a depressão e 
a hiperalgesia em animais diabéticos. Neste sentido, os nosso trabalho foi o primeiro 
a demonstrar a existência de uma correlação positiva entre a hiperalgesia (limiar 
mecânico de retirada da pata) e comportamento tipo-depressivo (tempo de 
imobilidade total) em ratos diabéticos e normoglicêmicos. 
Com isso, torna-se interessante o fato de que tanto a DN quanto a depressão 
vem sendo relacionadas ao estresse oxi-nitrosativo, bem como a processos 
responsáveis por seu aumento. Corroborando estas informações, recentemente 
Arora e Chopra (2013) propuseram que a cascata inflamatória induzida por 
alterações neuroquímicas pela a desregulação do estresse oxi-nitrosativo são 
mecanismos subjacentes às comorbidades de depressão associada ao 
comportamento nociceptivo em ratos. 
Muitos estudos em humanos e em animais apoiam a ideia de que as drogas 
de escolha para o tratamento da depressão, como antidepressivos, exercem efeitos 
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anti-oxidantes (BILICI et al, 2001; HERKEN et al., 2007; KHANZODE et al., 2003). A 
imipramina foi utilizada como um controle positivo para o efeito antidepressivo. 
Curiosamente, este antidepressivo tricíclico amplamente utilizado para tratamentos 
da depressão e da DN, também tem sido relacionado a propriedades antioxidantes. 
De acordo com Réus e colaboradores (2010), a administração crônica de imipramina 
induz atividades antioxidantes no córtex pré-frontal e no hipocampo de ratos. Além 
disso, foi demonstrado que esta droga impede alterações na peroxidação no córtex 
pré-frontal de camundongos com comportamento anedonico induzido por estresse 
crônico e agudo (CLINE et al., 2015).  
O nosso estudo mostrou que o tratamento prolongado com a imipramina (10 
mg/kg; ip) reverteu a hiperalgesia observada em ratos diabéticos. Na quinta semana 
após a indução do diabetes, os animais diabéticos tratados apresentaram um limiar 
de retirada da pata significativamente maior quando comparado aos diabéticos-
salina. Embora não existam estudos sobre o tratamento da dor neuropática com 
imipramina em ratos com diabetes experimental induzida por STZ, este foi um 
resultado esperado. É bem conhecido que os antidepressivos tricíclicos apresentam 
uma eficácia bem estabelecida para o tratamento de dor neuropática diabética 
(FINNERUP et al., 2005;. ATTAL et al., 2006; SAARTO et al., 2007). No entanto, 
estes causam muitos efeitos secundários (MARQUEZ et al., 2006), e representam 
uma terapia paliativa, dificultando a adesão ao tratamento. 
Como esperado, no teste de nado forçado o tratamento prolongado com 
imipramina (10 mg/kg, ip.) causou uma redução significativa no tempo de 
imobilidade observada em animais diabéticos, revelando o efeito do tipo-
antidepressivo desta droga. No entanto, embora os antidepressivos representem a 
primeira escolha para o tratamento da depressão em pacientes diabéticos (RUBIN et 
al., 2004), estes podem alterar os níveis de glicemia e interagir com fármacos 
hipoglicemiantes. Estudos indicam que o tratamento prolongado com o 
antidepressivo nortriptilina aumenta a glicemia em ratos diabéticos e não diabéticos, 
enquanto outro antidepressivo, a fluoxetina, reduz a glicemia (ERENMEMISOGLU et 
al., 1999). Portanto, torna-se importante o estudo de novos alvos terapêuticos para o 
tratamento da depressão em pacientes diabéticos. 
Em relação aos efeitos do tratamento com imipramina sobre a atividade 
locomotora, o teste de campo aberto mostrou que os animais diabéticos tratados 
com imipramina apresentaram uma redução no número de cruzamentos, quando 
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comparado aos diabéticos-salina e aos normoglicêmicos-salina. Embora o 
tratamento com imipramina tenha reduzido o número de cruzamentos no teste de 
campo aberto, sugerindo uma deficiência locomotora, o efeito do tipo-antidepressivo 
não foi influenciado tendo em vista que os ratos diabéticos tratados apresentaram 
uma redução significativa no tempo de imobilidade. Somando-se a isto, nossos 
resultados são corroborados por de Morais et al. (2014), os quais observaram 
comportamentos semelhantes em ratos diabéticos tratados com imipramina e 
submetidos aos testes de campo aberto e nado forçado. 
Presente em frutas e nozes, incluindo mirtilos, amoras, morangos, 
framboesas, e nozes, o ácido elágico é um agente polifenólico, extensivamente 
conhecido como um potente composto antioxidante (SELLAPPAN et al., 2002), que 
também apresenta propriedades anti-inflamatórias (GIRISH e PRADHAN, 2008).  
Estudos em vários modelos de dor tem demonstrado o efeito antinociceptivo 
do ácido elágico em animais normoglicêmicos. Recentemente foi observado que a 
administração aguda AE produz antinocicepção em camundongos submetidos aos 
testes de retirada da cauda, de contorção abdominal induzida por ácido acético 
(MANSOURI et al., 2013) e de placa quente (MANSOURI et al., 2014). Além disso, 
Gianok e colaboradores (2011) relataram que a administração aguda de AE exerceu 
um efeito anti-hiperalgésico em ratos submetidos ao modelo de dor inflamatória 
induzida pela administração de carragenina na pata. O mesmo efeito foi 
demonstrado no teste de formalina em ratos (GHORBANZADEH et al., 2014).  
Estes estudos apresentados previamente dão suporte aos nossos resultados. 
Vimos que a administração prolongada de AE nas doses de 75 e 100 mg/kg causa  
efeito antinociceptivo, o qual foi observado pelo aumento significativo do limiar 
mecânico de retirada da pata em ratos diabéticos tratados. No entanto, na dose de 
150 mg/kg, este efeito não foi observado. 
Observou-se também que o AE, administrado na dose de 75 mg/kg, foi capaz 
de reduzir significativamente o tempo de imobilidade dos ratos diabéticos tratados 
quando comparado com diabéticos que receberam apenas o veículo. Nossos 
resultados são corroborados por Francoise et al., (2012), cujo trabalho revelou que o 
AE, quando administrado por via oral, tanto aguda como cronicamente em 
camundongos normoglicêmicos, reduz significativamente o tempo de imobilidade no 
teste de nado forçado. Também apoiando nosso estudo, demonstrou-se que a AE 
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exerce efeito tipo-antidepressivo em camundongos submetidos a um modelo de 
depressão por estresse (DHINGRA e CHHILLAR, 2012). 
No teste de campo aberto, os nossos resultados mostraram também que, na 
quinta semana, exceto os animais tratados com AE 150 mg/kg, os grupos de 
diabéticos tratados com AE (75 e 100 mg / kg) não apresentaram alterações no 
número de cruzamentos. Estes resultados são consistentes com alguns estudos 
recentes os quais revelaram que tanto a administração aguda (GIRISH et al., 2012; 
MANSOURI et al., 2012; MANSOURI et al., 2013; MANSOURI et al., 2014) quanto 
crônica de AE (GIRISH et al., 2012) não causa alterações locomotoras. 
Tendo em vista os efeitos antinociceptivo e tipo-antidepressivo resultantes da 
administração prolongada AE em roedores, há evidências que a atividade 
antioxidante desta droga pode estar relacionada aos mesmos. Foi previamente 
demonstrado que a administração crônica AE (50 mg/kg, p.o., por dia, durante 21 
dias) atenua o estresse oxidativo no cérebro e nervo ciático e melhora a 
histopatologia do cérebro em ratos com diabetes experimental induzida por SZT 
(UZAR et al., 2012). 
Porém, muitos estudos relativos à dor têm proposto que o ácido elágico atua 
através da ativação da via de opioide (GHORBANZADEH et al., 2014;.. MANSOURI 
et al., 2014a; MANSOURI et al., 2014b). Mansouri e colaboradores (2013), utilizando 
os testes de retirada da cauda e de contorção abdominal induzida por ácido acético, 
propôs que a administração vo., ip., ou icv. de AE, em diferentes doses, causa 
efeitos antinociceptivos centrais e periféricos em camundongos normoglicêmicos 
através da ativação da mesma via envolvida na cascata subjacente aquela 
desencadeada através da ativação de receptores de opioides. 
Por outro lado, também foi proposto que os efeitos antinociceptivos de AE 
podem não ser resultantes de uma estimulação direta dos receptores opioides. Um 
estudo realizado em camundongos submetidos ao teste da placa quente mostrou 
que, embora a administração repetida de AE reduza seus próprios efeitos 
antinociceptivos, esta bloqueia a tolerância a analgesia e a dependência física 
induzidas pelo tratamento com morfina. No entanto, o AE não alterou antinocicepção 
causada pela administração aguda de morfina no teste da placa quente (MANSOURI 
et al., 2014). 
Considerando as propriedades antioxidantes e anti-inflamatórias do ácido 
elágico e a sua proeminente relação com o sistema opioide, evidências indicando 
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que radicais livres e prostaglandinas podem regular os efeitos agudos da morfina 
assim como o desenvolvimento de tolerância e dependência à mesma (BHARGAVA, 
1994), tornam-se interessantes. Além disto, estudos indicam a potencial atenuação 
de tolerância à morfina e da síndrome de abstinência por agentes antioxidantes e 
inibidores das enzimas ciclooxigenase (MORI et al., 2007;. ABDEL-ZAHER et al., 
2010; POWELL et al., 1999). Com isso, torna-se plausível que os efeitos 
antinociceptivo e tipo-antidepressivo aqui observados após administração 
prolongada de AE em ratos diabéticos, estejam relacionados às propriedades anti-
inflamatórias e, sobretudo, antioxidantes desta droga.  
Por outro lado, considerando os efeitos do AE em transtornos depressivos, 
tem sido proposto o sistema de ativação monoaminérgica (sistemas serotonérgico e 
noradrenérgico) em vez do sistema opióide. Girish e colaboradores (2012) 
mostraram evidências de que o efeito anti-imobilidade observado em camundongos 
normoglicêmicos submetidos ao teste de nado forçado após receberem tratamentos 
tanto agudo quanto prolongado de AE em três diferentes doses (25, 50 e 100 mg/kg, 
po), é dependente da interação com os sistemas serotonérgicos ( receptores 5-
HT1,5-HT2 e 5-HT3) e noradrenérgicos (adrenoreceptores α-1 e α 2). 
Estudos têm relacionado à atividade antidepressiva de compostos 
polifenólicos com os seus concomitantes efeitos antioxidantes, anti-inflamatórios e 
monoaminérgicos (ARORA et al., 2013;. XU et al., 2013.). Raison e colaboradores 
(2006) propuseram que a ativação de vias inflamatórias aumenta a liberação de 
citocinas, as quais adentram o cérebro provocando alterações no metabolismo da 
serotonina e dopamina. Portanto, as propriedades antioxidantes e anti-inflamatórias 
do ácido elágico continuam a mostrar-se como a base para os seus efeitos 
terapêuticos. 
Com base nestes estudos prévios, pode-se perceber que tanto o AE quanto a 
imipramina possuem propriedades antioxidantes e anti-inflamatórias, as quais 
potencialmente podem estar relacionadas aos seus efeitos antinociceptivo e tipo-
antidepressivo. Por conseguinte, pode-se considerar a possibilidade do 
envolvimento comum da via Keap1-Nrf2 no mecanismo de ação destes fármacos. 
Tendo em vista que, tanto o tratamento com ácido elágico, quanto o 
tratamento com imipramina não causaram alterações significativas na glicemia e no 
peso dos ratos diabéticos, torna-se plausível a hipótese de que seus efeitos podem 
estar relacionados a ativação da via envolvida na ativação do Nrf-2. A fim de se 
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testar esta hipótese, foi investigada a expressão global de Nrf-2 em amostras de 
cordão espinhal e do hipocampo dos animais, visto que estas representam 
estruturas importantes relacionadas respectivamente a modulação da dor e a 
depressão.   
Nossas análises de western blotting mostraram que os ratos diabéticos-
veículo, os quais desenvolveram hiperalgesia e comportamento tipo-depressivo, 
também apresentaram uma redução significativa na expressão global de Nrf-2 tanto 
no cordão espinhal quanto no hipocampo quando comparados aos normoglicêmicos-
veículo.  
Corroborando nossos resultados, foi observado que células mononucleares 
de pacientes diabéticos tipo-2 apresentaram uma redução significativa da expressão 
de Nrf-2 e de HO-1 (MOZZINI et al., 2015). Recentemente foi demonstrado que a 
deleção do fator de transcrição Nrf2 em camundongos resulta em comportamento de 
tipo depressivo, reduz os níveis de monoaminas (serotonina e dopamina) no córtex 
pré-frontal, e reduz os níveis de VEGF e sinaptofisina, enquanto que a indução do 
Nrf2, num modelo inflamatório da depressão induzida por LPS, proporciona efeitos 
tipo-antidepressivo (MARTÍN-DE-SAAVEDRA et al., 2013). Também foi 
demonstrado um aumento nos níveis dos metabólitos de dopamina e serotonina nos 
cérebros de camundongos knockout para Nrf2 (MURAMATSU et al., 2013). Além 
disto, a deleção de Nrf2 num modelo de esmagamento do nervo ciático em 
camundongos retarda a recuperação funcional, conduz à redução da acumulação de 
macrófagos, causa a deposição de maiores detritos de mielina, reduz parcialmente a 
regeneração axonal e também diminui a remielinização axonal (ZHANG et al., 2013).  
Porém, controversamente tem sido mostrado que a hiperglicemia aumenta a 
atividade transcripcional do Nrf-2 e supra regula muitos genes regulados por ARE, 
os quais estão envolvidos no metabolismo de radicais livres (UNGVARI et al., 2011). 
Esta incongruidade aparente pode ser explicada pelo fato de que nós avaliamos a 
expressão global de Nrf-2 e não sua atividade transcripcional, a qual é relacionada à 
quantidade de Nrf-2 que migra para o núcleo.  
Interessantemente, o tratamento com imipramina, um antidepressivo utilizado 
para o tratamento da DN diabética, e que produziu efeitos antinociceptivo e tipo 
antidepressivo em nossos experimentos, também induziu um aumento significativo 
da expressão global de Nrf-2 tanto no cordão espinhal quanto no hipocampo dos 
ratos diabéticos quando comparados aos níveis de Nrf-2 expresso no grupo 
    52 
 
diabéticos-salina. Corroborando nossos resultados, tem sido demonstrado que 
antidepressivos tricíclicos aumentam a expressão de HO-1, uma importante enzima 
antioxidante, em neurônios dopaminérgicos via um aumento da acumulação nuclear 
de Nrf-2 (LIN et al., 2012). 
Com relação ao tratamento com ácido elágico, foi observada que dose efetiva 
(75 mg/kg) para os comportamentos de hiperalgesia e tipo depressivo, causou um 
aumento significativo na expressão global de Nrf-2 no cordão espinhal, mas não no 
hipocampo dos ratos diabéticos tratados quando comparados ao grupo diabéticos-
CMC. Neste sentido, experimentos in vitro demonstraram que o AE atua através da 
ativação da via Keap1-Nrf2 (Girish e Pradhan, 2008). Embora nossos resultados não 
tenham demonstrado um aumento da expressão global de Nrf-2 no hipocampo dos 
ratos diabéticos após o tratamento com AE (75 mg/kg), era esperado que houvesse 
este aumento, tendo em vista que a deleção de Nrf-2 tem sido relacionada ao 
comportamento tipo-depressivo (Martín-de-Saavedra et al., 2013) em roedores, e 
que, no presente estudo esta dose de AE mostrou-se capaz de reverter o 
comportamento tipo-depressivo. Além disso, foi previamente demonstrado que a 
administração crônica AE (50 mg/kg, p.o., por dia, durante 21 dias) atenua o 
estresse oxidativo e melhora a histopatologia do cérebro em ratos com diabetes 
experimental induzida por SZT (Uzar et al., 2012). 
Com isso, acredita-se que houve uma degradação das amostras de 
hipocampo destes animais, já que as imagens de western blotting relativas à 
expressão global de Nrf-2 no hipocampo dos ratos diabéticos tratados com AE, não 
permitiram resultados conclusivos, sendo, portanto, necessário que se repita o 

















Nosso trabalho sugere que animais com diabetes experimental induzido por 
estreptozotocina apresentam alodinia mecânica e comportamentos tipo-depressivo, 
bem como redução significativa da expressão global de Nrf-2 no hipocampo e no 
cordão espinhal. O tratamento com ácido elágico ou com imipramina foram efetivos 
para o tratamento da depressão e da dor neuropática associadas ao diabetes, sem 
causar prejuízo motor, alterações glicêmicas e nem alterações no ganho de peso em 
ratos com diabetes experimental induzido por estreptozotocina. O tratamento com 
imipramina foi efetivo em restaurar os níveis hipocampais e no cordão espinhal de 
animais diabéticos, enquanto que o tratamento com ácido elágico restaurou estes 
níveis somente no cordão espinhal. Embora preliminares, nossos dados apontam o 
potencial uso terapêutico do ácido elágico para o tratamento da dor e da depressão 
associadas ao diabetes e que o mecanismo de ação do ácido elágico e da 
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